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研究成果の概要（和文）： 
最近の研究の進歩によりアトピー性皮膚炎や接触性皮膚炎の病態として、表皮のバリア機構
破綻という物理生化学的側面と、アレルギーという免疫学的側面があることが明らかになった。
特に、アトピー性皮膚炎の免疫学的異常とヘルパーT細胞サブセットのTh1/Th2アンバランス、
あるいは最近その存在が明らかとなった Th17 の関連性は、アトピー性皮膚炎の病態を解明する
上で重要であり、本研究では、最近、第３の Th サブセットとして自己免疫疾患やアレルギー疾
患への関与が注目されている Th17 がアトピー性皮膚炎の病態にどのように関わっているかを
個体レベルで明らかにした。Th17の分化は転写因子ROR・ tによって規定されている。そこで、
本研究では ROR ・ t を過剰遺伝子導入した血液幹細胞をマウス個体に骨髄移植し、Th17 の分化
がどのように変化するか解析した。その結果、再構成された後の末梢血 Th17 細胞は、コントロ
ールと比べて増加した。しかし、アレルギー性接触皮膚炎はむしろ抑制された。これは、Treg
細胞も増加しており、この抑制効果によるものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Recent studies demonstrated that both impaired skin barrier function and allergic 
immunonogical property are important aspects of the pathogenesis of atopic dermatitis 
and contact dermatitis. However, the role of Th17 cells in the pathogenesis of contact 
dermatitis is not clear. In this study, we investigated the role of Th17 cells in allergic 
contact dermatitis. The hematopoietic stem cells which constitutively overexpress ROR
・ t were transplanted to irradiated mice and artificial allergic dermatitis was induced 
to the mice. The dermatitis in the transplanted mice was suppressed compared to the control 
mice. These findings indicate that constitutive overexpression of ROR ・ t results in the 
increase of Th17 cells, but suppressed allergy due to the increase of Treg cells. 
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１． 研究開始当初の背景 
Th17細胞はIL17を産生する新しいヘルパーT
細胞として同定され、炎症や自己免疫に重要
な役割を果たしている。Th17 細胞は、TGF ・
と IL6 の組み合わせでナイーブ CD4 陽性細胞
から分化し、IL23 は、Th17 細胞の維持と増
殖に関わっている。一方、TGF ・は Foxp3 陽
性レギュラトリーT細胞（Treg 細胞）の分化
と維持にも関わっている。すなわち、炎症増
強の方向に働く Th17 細胞を誘導すると、炎
症を抑える Treg 細胞も同時に誘導されてく
る。ただし、IL6 は Treg 細胞の分化を抑止す
るので、TGFb と IL6 の組み合わせでは、Th17
細胞の誘導が優位に起こる。ROR ・ t はレチ
ノイドレセプター関連核内レセプターファ
ミリーの一員であり、TGFb と IL6 による Th17
細胞の分化過程で特異的に誘導されるため
Th17 細胞の分化を決定づける転写因子であ
ると考えられている。実際、ナイーブ CD4T
細胞において ROR ・ t を過剰発現させると
Th17 細胞への分化が促進される。さらに、
TGFbは ROR・ tと Foxp3の両方の発現を誘導
できることもわかっている。最近の研究では、
ROR・t発現細胞の全てがTh17細胞であるわ
けではなく、半分以上の ROR ・ t 発現細胞が
Treg 細胞として働く IL10 産生性 Foxp3 陽性
レギュラトリーT 細胞であることが示された。
これらの結果は、ROR ・ t による血液幹細胞
から T細胞への分化誘導がより複雑な過程で
あることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景を踏まえて、本研究では、ROR
・ t の Tｈ細胞分化における役割を明らかに
するため、マウス血液幹細胞に ROR ・ tを導
入し恒常的に過剰発現させ、同系マウスに骨
髄移植して、ROR ・ t 過剰発現による T細胞
分化の変化を in vivo にて解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス 
アロタイプが Ly5.1 の C57BL/6 を用いた。全
てのマウスを用いた実験は、筑波大学の動物
実験ガイドラインに従い、筑波大学動物実験
審査委員会の承認を得て行った。 
（２）DNA ベクター 
マウス ROR ・ t の全長 cDNA を Ly5.1 マウス
胸腺由来の cDNA ライブラリーから RCR を用
いてクローニングした。ROR ・ t の全長 cDNA
をｐCR2.1 ベクターにサブクローニングし、
さらにレトロウイルスベクターpGCDNsam に
サブクローニングした。トランケイトされ、
生理活性を持たない神経成長因子レセプタ
ー（NGFR）ｃDNA を ROR ・ t ｃDNA の下流に
接続した。（図 1a） 
図 1a 
 
（３）細胞培養 
Jurkat 細胞は１０％FCS 添加の RPMI1640 培
地で培養した。ベクターを遺伝子導入した細
胞は G418 で選択した。 
 
（４）骨髄幹細胞への遺伝子導入 
アロタイプ Ly5.1 マウスから、c-kit 陽性・
リネージマーカー陰性の骨髄幹細胞（KL 細
胞）を採取した。さらに KL 細胞に上記 ROR
・ tを組み込んだ発現ベクターを遺伝子導入
した。ROR ・ t ベクターの導入は、NFGR に対
する FACS により確認した。 
 
（５）Ly5.1 マウスに対する骨髄移植 
Ly5.1 マウスに対し、５５Gy の X 線照射を行
い、上記 ROR ・ t ベクターを遺伝子導入した
KL 細胞を 5x103個／匹で尾静脈より骨髄移植
した。 
 
（６）細胞内サイトカイン産生の FACS 解析 
脾臓細胞をそれぞれマグネット抗 CD8,B220、
Mac-1、Ter-119、Gr-1 抗体で処理することに
より CD4 陽性細胞を得た。CD4 陽性細胞は
50ng/m PMA + ionomycin で４時間処理した
後 FITC-抗 CD4 抗体とインキュベートした。
さらに細胞は、BD Cytofix にて固定した後、
PE-抗 IL-17 抗体で染色した。一方、細胞内
IL-5,IFNｇ、Fopx3 の染色のため、細胞は固
定後、それぞれの FITC 抗体で染色し、FACS
解析した。 
 
（７）人工的接触皮膚炎の導入 
アセトンで希釈した 0.5%DNFB を剃毛したマ
ウス腹部に塗布し、当日、翌日にフットパッ
ドにも局注した。５日目に 0.3%DNCB を両耳
介に塗布した。コントロールとして DNCB を
含まないアセトンを同様に塗布した。１日目
と６日目に両耳介の厚さを電子ノギスによ
り測定し、反応の強さとした。 
 
 
 
４．研究成果 
RT-PCR により ROR ・ t cDNA を挿入したベク
ターは脾臓細胞に導入されていることが確
認された（図１ｂ）。KL 細胞への ROR ・ t 遺
伝子導入効率は９５％に達した（図１ｃ）。
ROR ・ t の骨髄幹細胞の増殖と分化に対する
影響を解析するために、ROR ・ t を導入した
骨髄幹細胞を同系マウスに骨髄移植した。意
外にも ROR ・ tを恒常的に発現している骨髄
幹細胞は、骨髄移植の８週後および１６週後
でも高いドナーキメリズムを維持していた
  
 
（図１ｄ）。 
 
 
 
図１ｂ～ｄ 
 
 
また、ROR ・ t 骨髄幹細胞移植マウスでは、
コントロールとほぼ同じ比率で B 細胞、T 細
胞、顆粒球／マクロファージが存在していた
（図２a）しかし、Tｈ細胞の内訳を解析する
と、CD4 陽性 IL17 陽性の Th17 細胞と CD4 陽
性 Foxp3 陽性の Treg 細胞はコントロールに
比べて有意に ROR ・ t骨髄幹細胞移植マウス
で増加していた。（図２ｂ、ｃ） 
図２a～ｃ 
 
 
 
また、ROR ・ t 骨髄幹細胞移植マウスは１６
週間の観察期間中自己免疫疾患を発症しな
かった。 
ROR ・ t骨髄幹細胞移植マウスにおいて Th1、
Th2 の分化を解析した。ROR ・ t 骨髄幹細胞
移植マウスでは CD4 陽性ナイーブ T 細胞で
IFN ・陽性 Th1 細胞への分化はコントロール
マウスより少なかった（図２左）。IL12 刺激
下での IFN ・陽性 Th1 細胞への分化（図２中
央）、および IL4 存在下での IL5 陽性 Th2 細
胞への分化はコントロールマウスと比較し
て統計学的有意差はなかった。 
 
 
図２ｄ～e 
 
 
 
これらの結果は、ROR ・ t の血液幹細胞レベ
ルでの強制発現は、Th17 細胞だけではなく
Treg 細胞への分化も促進するが、Th1 細胞と
Th2 細胞への分化には影響を与えないことを
示唆している。 
Foxp3陽性細胞がTreg細胞として機能してい
るかどうかを検証するために、ROR ・ tBMT マ
ウスに DTHのモデルである接触性皮膚炎を惹
起した。ハプテンである DNFB を剃毛した腹
部とフットパッドに塗布して感作し、５日後
に DNFB を耳介にチャレンジした。コントロ
ールマウスでは、７２時間後に耳介腫脹がピ
ークとなり、接触性皮膚炎が惹起された。一
方、ROR ・ tBMT マウスではほとんど耳介の腫
脹は観察されなかった（図 3a）。 
上記で観察された免疫抑制が、Treg 細胞のよ
うに他個体に移入できるかどうかを確認す
るために、レシピエントである B6 マウスは
コントロールまたはROR・tBMTマウスのCD4
陽性脾細胞に移入され、接触性皮膚炎を惹起
した。その結果、ROR ・ tBMT マウス由来 CD4
陽性脾臓細胞は接触性皮膚炎を抑制した（図
３ｂ）。 
 
図 3a~b 
  
 
 
RORγtBMT マウスにおける接触性皮膚炎の
抑制を組織学的に確認された（図４）。 
図４ 
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